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Souches de microorganismes optimis^es pour des voies de biosynth^se cbnsommatrices 

deNADPH 

5 Le NADP (mcotinamide adenine dinucl^otide phosphate) participe sous sa forme 

r^uite, NADPH, aux reactions intracellulaires d'oxydor6ductions impliquaat des eozymes k 

activitis d&hydrog&ase ou reductase. 

La presente invention conceme des souches de microorganismes optimis6es pour la 
production par biotransfonnation, de molecules ayant des voies de biosynth&e 
10 consonunatrices de NADPH. Les souches selon rinvention sont utilisables dans des proc6d6s 
de biotransfonnation consommateurs de NADPH. Les souches d6j5mes selon Tinvention 
peuvent 8tre procaryotiques ou eucaryotiques. Dans un mode de realisation pr6f6r6, ladite 
souche procaryotique est une souche d 'Escherichia coli. Dans im autre mode de realisation, 
ladite souche eucaryotique est une souche de Saccharoniyces^ eapardcuiiQr S. cerevisiae. 
15" La presente invmtion conceme 6galement un proc6de de preparation de molecules par 

biotransfonnation comprenant la culture dans un milieu q>propri6 d'une souche optimis6e 
selon rinvention, ladite souche optimisee comprenant 6galement les 616nents g6n6tiques 
nfeessaires a la preparation de ladite molecule. 

Les proced6s de biotransfonnation ont 6t6 developjpes pour pennettre la production de 
20 molecules en grande quantity i des coiits faibles, tout en pemiettant egalement la valorisation 
de differents Sous-produits industriels ou de Tagriculture. 

Pour produire des mol6cules d'interet par biotransformation in vivo on distinguera 
deux grandes approches : 

- d'une part la fermentation qui pearmet la production de molecules par un microorganisme i 
25 partir d'une source de carbone simple {eg. WO0102547 qui d€cnt la production de lysine 
par fermentation de C. glutamicum &i presence de glucose), 

d'autre part la bioconversion par un microorganisme d'un co-siibstrat donne en une 
mol&ule d'int6rSt (e.g. WO0012745 qui decrit la production de dfeiv^s R-pip6tidine, 
WO0068397 qui d&rit la production de tagatose). Le co-substrat est non assimilable ; il 
30 est different de la source de carbone qui est utilis6e seulement pour produire la biomasse et 
le NADPH n^cessaire i la bioconveraion. 
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L'amelioration d*un proc6d6 de biotransfonnatioii peut porter sur difB§rents facteurs 
comine la temperature, r oxygenation, la conqjosition du milieu, le proc6d6 de recuperation, 
etc. On peut aussi ^visager de modifier le n^croorganisme de telle sorte que la production de 
• la mol6cxile d'int&-et et/ou son excretion soit augmentee. 
5 Dans le cadre d'une femientatipn on s'attachera par exemple a optimiser la voie de 

biosynth&e, par exemple en modifiant la regulation des genes ou en modifiant les genes afin 
de modifiea: les caract&istiques . des enzymes impliqu6^, ou encore en optimisant la 
regeneration des cofecteurs. . 

Dans le cadre de la bioconversion on s'attachera davantage a reduire la formation de 
10 co-produits et k optimiser la r6g^6ration de cofecteurs impliques dans la ou les etapes de 
bioconversion. 

Panni les cofecteurs-impliques dans les biotransformations, le NADPH prend une part 
impbrtante notanmient pour la production des acides amines (e^g. arginine, proline, isoleucine, 
methionine, lysine), de vitamines (e.g. panthotenate, phylloquinone, tocopherol), de molecules 
15 aromatiques (e.g. W09401564), de polyols (e^g. xyHtol), de polyamines (e.g. spermidine), 
d'hydroxyesters (e.g. ethyl-4-cliloro-3-hydroxybutyrate) ou d'autres molecules k haute valeur 
ajoutee. 

La presente invention conceme done une souche de microorganismes optimisee pour la 
production de molecules ayant des voies de biosynthese consormnatiices de NADPH. 
20 Au lieu d'essayer d'optimiser pour chaque biotransformation le ratio NADPH/NADP"*" 

dans le microorganisme, les inventeurs ont opte pour la production de microorganismes 
modifies afin d'obtenir differents ratios NADPH/NADP"**, lesdits microorganismes 
modifies etant ensuite employes pour realiser les biotransformations consommatrices de 
NADPiH. 

25 . Par souche de microorganismes, on entend selon Tinvention un ensemble de 

microorganismes d'une mdihe espdce comprenant au moins un microorganisme de ladite 
espece. Ainsi, les caracteristiques decrites pour la souche s'appUquent k chacun des 
microorganismes de ladite souche. De m&ne, les caracteristiques decrites pour I'un des 
microorganismes de la souche s'^liqueront k I'ensemble desdits microorganismes la 

30 con^)Osaut 
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Parmi les microorganismes optixnises selon TinvCTtion, on citera les bact6ri^ et les 
levures, ies champignons filamenteux et notamment les bacteries et les levures des especes 
suivantes : Aspergillus sp.. Bacillus sp,^ Brevibacterium sp.^ Clostridium sp., Corynebacterium 
sp.9 Escherichia sp., Gluconobacter sp., Penicillium sp., Pichia sp., Pseudomonas sp,y 
Bhodococcus sp., Sacckaromyces sp., Streptomyces sp., Xanthomonas sp., Candida sp. 

Le principe de roptimisation du ratio NADPH/NADP'*' est d6ciit ci-^r6s pour coli 
dt S. cerevisiae. Le .meme principe peut Stre . £ppliqu6 de maoidre similaire k tons les 
microorganismes cultiv^s en conditions a&robies. 

Le principe de I'optimisation du ratio NADPH/NADP'*' consiste k limiter les activit6s 
CTzymatiques impliquees dans I'oxydation du NADPH, et/ou a favoriser les activit^s 
enzymatiques pennettant la r6diiction du NADP"*". On limite les activit6s enzymatiques 
impliquies dans Toxydation du NADPH en diminuant, et plus particulidrement en inactivant, 
de telles activity, notamment les activity de type quinone oxidoreductase et/ou 
transhydrogenase soluble. On favorise les activites enzymatiques pennettant la reduction du 
NADP"*" en imposant le flux de caibone via le cycle des pentoses phosphate et/ou en modifiant 
la specificity de cofacteur d*au moins vme enzyme de telle sorte qu'elle xxtilise le NADP 
pr6ferentiellement au NAD, son cofacteur habituel. 

Les souches optimisees selon rinvention sont obtenues par biologie mol^culaire. 
L'homme du m6tier connait les protocoles pennettant de modifier le caract^e g6n6tique des 
microorganismes. Les techniques de transformation sont docummt6es et sont k la port6e de 
rhomme du metier (Samibrook et al, 1989 Molecular cloning : a laboratory manual. 2°*^ Ed. 
Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, New York.). 

Les proc6d6s pennettant de linodter une activit6 enzymatique consistent k modifier le 
gSne pennettant son expression par un nioyen appropri6, par exemple en apportant une ou 
plusieurs mutation(s) dans la parde codante du g&ie concern^, ou en modifiant la region 
promotrice, notamment en la rempla9ant par une sequence pennettant de diminuer 
Texpression du gdne. 

Les proc6d6s pennettant d'inactiver ime activity enzymatique consistent k inactiver le 
produit d'expression du gdne concern^ par xm moyen approprie, ou bien k inhiber Texpression 
du g&ie concem6, ou encore k d616ter au moins une partie du gene concern^, de manidre a ce 
que soit son expression n'aitpas lieu (par exemple d616tion d'une partie ou de Tensemble de la 



wo 2005/047498 



4 



PCT/FR2004/002848 



r6gioii promotrice n6cessaire k son expression), soit le produit d*e3cpression ait perdu sa 
fonction (par exeanple d616tion dans la partie codante du gene conceme). 

De mani^re pr^ferentielle, la deletion d'xin gdne comprend la suppression de 1' essentiel 
dudit g^e, et le cas 6cli6ant son remplacement par un g&ie marqueur de selection permettant 
5 de feciliter I'identification, I'isolfflneat et la purification des souches optimis6es selon 
rinvention. 

L'inactivation d'un g^e chez E: coli se feit pr6f&raitiellenieat par recombinaison 
homologue (Datsenko, K.A- ; Wanner, BX! (2000) One-step inactivation of chromosomal 
genes 'm Escherichia coli K-12 using PCR products. Proc. Natl Acad. Sci. USA 97 : 6640- 

10 6645). principe d^un protocole en est r^peI6 briasvement : on inttoduit dans la cellule un 
fragment lin6air^ obtenu in vitro, comprenantles deux regions flanquant le g^e, et au moins 
un game de s^ection entre ces deiDC regions (g6n^ement un g&ie de r&istance k un 
antibiotique)i ledit fiagment lin6aire pr^entant done un gene inactiv6. On s61ectionne les 
cellules ayant subi un 6v6nement de recombinaison et ayant iiit6gr6 le firagmrait inttoduit par 

15 etalement sur milieu s61ectif. On sflectionne ensuite les cellules ayant subi un 6v6nement de 
double recombinaison, dans lesquelles le gdne natif a && renq)lac6 par le g&ie inactive. Ce 
protocole pent etre am6Uor6 en utilisant des syst&nes de s61ections positive et negative, afin 
d'acc^l^rer la detection des 6v6nements de double recombinaisons. 

L'inactivation d'un gene chez S.cerevisiae se fait 6galement pr6f6rentiellemeat par 

20 recombinaison homologue (Baudin et al., Nucl Acids Res. 21, 3329-3330, 1993; Wach et al., 
Teast 10, 1793-1808, 1994; Brachmann st al. Yeast. 14 : 1 15-32, 1998). 

Les proc6d& permettant de favoriser une activity enzymatique consistent k stabiliser 
le produit d'expression du gene concern.^ par un moyen approprie par exenq)le en diminuant 
sa sensibility k des effecteurs allost&iques, ou bien k augmenter l'e3q)ression du dit g&ie de 

25 manidre ^ augmenter la quantity d*enzym.e. 

La surscpression d'lin g6ne peat 6tre effectu6e par changement du promoteur de ce 
g^e in situ, par un promoteur fort ou inductible; De facon alternative, on introduit, dans la 
cellule, un plasmide i^pUcatif (simple ou multicopies) dans lequel le g&ie que I'on d&ire 
sure35)rimer est sous le contrdle du promoteur. ad^quat. Dans le cas de modification. 

30 d^Escherichiq coli, on pourra par exemple utiliser les pramoteurs P/oc-o, Vtrc-o, ptoc-o, trois 
promoteurs forts bact6riens pour lesquels rqp6rateur lac QacO) a dt6 dyi6t6 pour les rendre 
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constitutife. Dans le cas de modifications de Saccharomyces cerevisiae, on pourra par exemple 
utiliser les promoteurs PpgK ^ddh 1 , Pga/1 , Vgall 0. 

Les proced6s pennettant de modifier la sp6cificite de cofecteur d'une enzyme de telle 
sorte qu'elle utilise le NADP preferentiellement au NAD, consistent k modifier la sequence du 
5 gdne pennettant regression de cette enzyme (Bocanegra, JA. Scrutton, N.S. ; Perham, ILN. 
(1993) Creation of an NADP-dependent pyruvate dehydrogenase multienzyme complex by 
protein engineering. Biochemistry 32 : 2737-2740). 

Les souches optimisees selon Tiavention (i.e. capacite accme de reduction du NADP^ 
comprennent 1' attenuation voire rinactivation, d'une ou plusieurs activit6(s) enzymatique(s) 
10 oxydant le NADPH, et en particulier, des activity de type quinone oxidor6ductase et/ou 
transhydrogenase soluble. 



On citera pour exemples d'enzymes oxydant le NADPBT et sans que cette liste soit 
limitative les activity et les genes suivants : 



Activites enzymatlques 


Numero EC 


Genes E. coli 


Genes S. cerevisiat 


Alcool dehydrogenase 


1.1.1.2 


yahK 


ADH6 


Aldose rSdudase 


1.1.1.21 




GRE3 


Shikimate ddshydrog^nase 


1.1.1.25 


aroE 


AR01 


Methylglyoxal r^uctase 


1.1.1.78 




GRE2p 


Gamma-glutamyl phosphate reductase 


1.2.1.41 


proA 


PR02 


2,4-clienoyl coenzyme A reductase 


1.3.1.34 


fadH 




Giutamate ddshydnsgSnase 


1.4.1.4 


gdhA 


GDH1, GDH2 


Glutamate synthase 


1.4.1.13 


gItB. gltD 


GLT1 


M6thyIenet6trahydrofolate d§shydrog§nase 


1.5.1.5 


folD 


ADE3, MIS1 


Transhydrogenase soluble 


1.6.1.1 


udhA 




Transhydrogenase membranaire 


1.6.1.2 


pntA, pntB 




Quinone oxidoreductase 


1.6.5.5 


qor 


ZTA1 


Nitrite reductase 


1.7.1.4 


nirB, ntp 




Sulfite reductase 


1.8.1.2 


cysl, cysJ 




Sterol demethyiase 


1.14.13.70 




ERG11 


4-Hydroxy-3-methyIbut-2-enyl diphosphate reductase 


1.17.1.2 


ispH 




Flavodoxin reductase 


1.18.1.2 


fpr 





IS Les souches optimis6es selon I'invention (te. c^acit6 accrue de reduction du NADP*) 

con^preimeat ^galement des modificatiozis pennettant de &voriser une ou plusieurs activit6(s) 
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enzymatique(s) r&iuisant le NADP"^, et en particulier, des modifications pennettant d'imposor 
le flux de carbone via le cycle des pentoses phosphate, et/ou des modifications portant siu: la 
specificite de cofecteur d'au moms nne enzyme, de telle sorte qu'elle utilise le NADP 
pr6ferentiellement au NAD, son cofecteur habituel. 



5 Les activit6s susceptibles d*etre modifies dans les souches optknisees selon rinvention 

(/.e. capacit6. accrue de reduction du NADP"^ afih de favoriser une ou plusieurs activite(s) 
enzymatique(s) r^uisant le NADP^, sont ddcrites ci-dessous : 



ActivitSs enzymatiques 


Numero EC 


Genes E. coH 


Genes S. cerevlsiae 


Phosphoglucose Isom§rase 


5.3.1.9 




PGI1 


Phosphofructokinase 


2.7.1.11 


pfkA, pfkB 


PFK1,PFK2 


Glucose 6-phosphate deshydrogenase 


1.1.1.49 


zwf 


ZWF1 


6-PhosphogIuconolactonase 


3.1.1.31 




SOU, SOL2. SOL3. SOL4 


6-PhosphogIuconate deshydrogenase 


1.1.1.44 


gnd 


GND1. GND2 


6-Phosphogluconate deshydratase 


4.2.1.12 


edd 




Malate synthase 


2.3.3.9 


QceB 


DAL7 


isodtrate lyase 


4-1.3.1 


sceA 


ICL1 


isocitrate ddshydrogSnase 


1.1.1.42 


fed 


IDP1, IDP2, IDP3 


Isodtrate d6shydrogenase kinase/phosphatase 


2.7.1.116 


3ceK 




Dihydrolipoamide deshydrogenase 


1.8.1.4 


fpd 


LPD1 


Glyceraidehyde-3-phosphate deshydrogenase 


1.2.1.12 


gspA, gapC 


TPH1, TDH2. TDH3 



Les activit6s enzymatiques susceptibles d'etre modifi^es dans les souches optimis6es 
10 selon rinvention sont d6finies piincipalement par Ten^loi de la ,d6noniination de la proteine 
ou du gene chez E. coli ou S. cerevisiae. Cepoidant, cet emploi a une signification plus 
g&i6rale selon rinvention et englobe les activit^s enzynxatiques correspondantes chez d'autres 
micrporganismes. En effet en utilisant les les sequences des prot^ines et des gdnes d'E. coli ou 
de S. cerevisiae, rhomme du m6tier est enable de cl6tenniner les prolines et les gdnes 
15 Equivalents dans d*autres xmcroorganismes qu'-E. coli ou S. cerevisiae. 

Les moyens d'identification des sequences homologues et de leurs pourcentages 
d'homologie sont bien connus de Thomme du m6tier, oomprenant notamment le programme 
BLAST qui peut etre utilis6 k partir du site htt p://ww-w tnr>>>i nlm nib pov/BLAST/ avec les 
paramdtres indiqu6s par d6faut sur ce site. Les saliences obtenues peuvent alors Stre 
20 exploitfes (e.g. align^es) en utilisant par exemple les programmes CLUSTALW 
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(htt p://www.ebi.ac,uk/clustalwA ou MULTAUN nittD://prodes.totilou .^eiTin^fr/TniiltflliTi/cp- 
Vii'n/rrmltaliTi p1)^ avcc Ics parametrcs m(iiqu6s par d6faut sur ces sites. 

Altemativement il est possible d*utiliser le pxogramme CD-Search- 
nittp:/Avw w-TinhiViiih-p ;nv/Stmcture/c^ qui pennet d'identifier des domames 

5 cons^^s dans les s^uences protSiques d'^". coli ou de £ cerevisiae, et de rechercher des 
sequences d'autres microorganisme^, presentant le ou les meme(s) domaine(s). Les domaines 
. conserv6s sont repertories dans la base de donn6es CDD (Conserved domain database ; 
Marchler-Bauer A, Anderson JB, DeWeese-Scott C, Fedoroya ND, Geer LY, He S, Hurwitz 
DI, Jackson JD, Jacobs AR, Lanczycki CJ, Liebert CA, Liu C, Madej T, Marchler GH, 
iO Mazumder R, Nikolskaya AN, Panchenko AR, Rao BS, Shoemaker BA, Simbnyan V, Song 
JS, Thiessen PA, Vasudevan S, Wang Y, Yamashita RA, Yin JJ, Bryant SH. CDD: a curated 
Entxez database of conserved domain aMgnments. Nucleic Acids Research 31:383-387 (^2003^^ 
qui regroupe les donn6es de type PFAM ou COQ. 

Les PFAM (Protein FAMilies database of alignments and hidden markov models ; 
15 http:/Avww.sanger.ac.ulc/Software/Pfam/) repr^sentent ime large collection d'alignements de 
s6qu^ces prot6iques. Chaque PFAM permet de visualiser des alignements multiples, de voir 
des domaines prot6iques, d'6valuer la r6partition entre les organismes, d'avoir acc6s h d'autres 
bases de donn6es, de visualiser des structures cojonues de prot6ines. 

Les COQs (Clusters of Qrthologous Groups of proteins ; 
20 http://www Tirhi,tilm-nili-ynv/mOA sont obtemis en comparant les sequences protSiques issus 
de 43 genomes compldtement s£quenc6s repr6sentant 30 lign6es phylogen6tiques mq*eurs« 
Chaque COG est d^fini k partir d'au moins trois lign6es ce qui pennet ainsi d'identifier des 
domaines conserves anciens. 

A partir des sequences consensus identifi6es par pes diff<§rentes m6thodes, il est 
25 possible de dessiner des sondes oligonucleotidiques d6g6n6r6es permettant de clon^ le g^e . 
correspondant chez un autre micxroorganisme. Ces techniques de routine de biologie 
mol&ulaire sont bien connues dans Tart et sont d^crites par exemple dans Sambrook et aL 
(1989 Molecular cloning : a laboratory manual. 2°"^ Ed. Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring 
Harbor, New York.). 

30 Exemples de g^tnes codant pour des prot6ines analogues a la t ranshydm g^ase soluble d'E, 
coli codfe par le g^ne udhA: 



WO 2005/047498 



wo 2005/047498 PCT/FR2004/002848 

8 



Genes 


Microorganismes 


sth 


Azotobacter vinelandii 


udhA 


Salmonella typhimunum LT2 


sthA 


Pseudomonas aeruginosa PA01 


sth 


Pseudomonas fJuorescens 


SthA 


Pseudomonas putida Kr2440 


UdhA 


Shigella fiexneri 2a str. 3.Q1 


SthA 


Vibrio cholera 


SthA 


Yersinia pestis 



Exemples de genes codant pour des protdines analogues k la gnirinTie oxidor6ductase d'E. coli 
cod6e par le gdne aor. 



Genes 


Microorganismes 


qor 


Bradyrhizobium Japonicum USDA 110 


qor 


Brucella suis 1330 


CC3759 


Caulobacter crescentus 


mll0505 


Mesorhizobium lot! 


qor 


Mycobacterium tuberculosis H37RV 


qor 


Pseudomonas aeruginosa 


ZTA1 


S. cerevlslae 


SPCC285.01C 


Schlzosaccharomyces pambe 


drgA 


Synechocystis sp. PCCS803 


qorA 


Staphylococcus aureus 


TTC0305 


Thermus thermophilus HB8 


qor 


Yersinia pestis C092 



5 Les souches optimisees selon rinvention (z.e. capacity accrue de reduction duNADP**) 

compraineat la d616tion d'au moins un ghne codant pour ime activity oxydant le NADPH, et 
en particulier, la deletion d'un gdne codant pour line Quinone oxidor^ductase (e.g. qor^ ZTAl) 
et/ou d*un gdne codant pour une activity Transhydrqg^nase soluble (e,g. udhA). 

Selon un mode pr6f6rentiel de realisation de rinvention, les gdnes udhA et qor sont 
10 tous deux d616t&. . . 
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Selon un mode particulier de realisation de rinvention^ les souches optimisees selon 
rinvention compreiment egalement la deletion d'un ou plusieurs gene(s) codant pour les 
activit6s Phosphoglucose isom6rase (e.g. pgi, PGIl) et/ou Pliosphofiiictokinase (e.g. p/kA, 
PFKl). 

5 Selon un autre mode particulier de realisation de Tinvention, les souches optimis6es 

selon rinvention comprennent 6galement la modification d'un ou plusieurs gene(s) codant 

-pour les activites Dihydrolipoamide d&hydrog6nase (e.g. Ipd, LPDl) et/ou Glyc6rald6hyde 3- . 

phosphate dehydrogenase (e.g. gqpA, TDHl), la modification consistant k modifier la 
preference de T enzyme au profit du NADP au lieu du NAD, son cofacteur habituel. 

10 Les souches selon rinvention ayant la delation des genes codant pour les activit6s 

Phosphoglucose isom6rase et/ou Phosphofiuctokinase sont plus particulierement adapt^es 
pour les proc6d6s de biotransformation. 

Pour augmmter davantage la quantity de NADPH disponible dans les microorganismes 
optimises selon rinvention, il pent etre 6galement avantageux de siire3q>rimer au moins un 

15 gene codant pour une activity enzymatique parmi la Glucose 6-phosphate d6shydrog6nase 
(e.g. zwf, ZWFl), la 6-Phosphogluconolactonase (e.g. SOLI), la 6-Phosphogluconate 
d&hydrog&iase (e.g. gnd^ GNDl), I'Isocitrate deshydrogenase (e.g. icd, IDPl) et la 
Transhydrog^nase meriibranaire (e.g.pntA), et/ou de d616ter au moins un g^ne codant pour une 
activity enzymatique parmi la 6-PhosphogIuconate dSshydratase (e.g. ecU), la Malate synthase 

20 (e.g. aceB, DAL7), I'Isocitrate lyase (e.g. aceA, ICLl) et I'Isocitrate d6shydrog6nase 
kinase/phosphatase (e.g. aceK). 

La pr&ente invention a 6galement pour objet un microorganisme optimise pour la 
production de NADPH telle que d6finie ci-dessus et ci-aprds, lequel comprmd Egalement, un 
ou plusieurs gdnes codant pour des activity enzynxatiques impliqu6es dans la 

25 biotransformation d'une molecule d'int^rdt, ainsi qu'im ou plusieurs gdnes marqueurs de 
s61ection. 

Ces genes peuvent etre natifs de la souche optimis6e selon rinvention ou encore 
introduits Hans la souche optimisde selon rinvention par transformation avec un vecteur . 
^propri6, soit par integration dans le g6nome du microorganisme ou encore par un vecteur 
30 r6plicatit ledit vecteur appropri6 pprtant un ou plusieurs genes codant pour lesdites enzymes 
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impliqu6s dans la biotransfonnation de ladite molecule d'interet et/ou lesdits marqueurs de 
selection. 

Ces genes comprennent une sequence d'acide nucleique codaot pour une enzyme 
impliqu^ dans la biotransformation de la mol6cule d'int^rSt et/ou pour un marqueur de 
s61ection, la s6quence codante 6tant fusionn6e k des sequences promotrices ef&caces dans la 
cellule procaryote et/ou eucaiyote choisie pour la biotransformation. Le vecteur (ou plasmide) 
peut-€tre un vecteur nayette eatre E. coli et un autre roicroorganisme, 

Le choix de la souche optimisee pour le ratio NADPH/NADP* sera d6tennin6 en 

fonction du type de biotransformation (fermentation ou bioconversion), de la demande totale 
en NADPH de la voie de bioconversion consideree, de la nature de(s) source(s) carbon6e(s)» 
de la demande en flux de biomassej . 

La deletion des gdnes codant pour les activity Phosphoglucose isomSrase et/ou 
Phosphofinctokijaase devrait s'imposCT lorsque Ton n'est pas capable de maitriser la 
r^artition du flux de carbone entre la glycolyse et la voie des pentoses phosphate. La dSldtion 
des g^es codant pour la Phosphoglucose isom^ase sera pr^f&rmtiellement letenue pour les 
fermentations ou lorsque la demande en NADPH n&essite, au minimum, un flux de r^uction 
de 2 moles de NADP'*' par mole de glucose import^e. La d616tion des g&ies codant pour la 
Phosphofructokinase sera pr6ferentiellement choisie pom: les bioconversions ou lorsque la 
demande en NADPH n6cessite, au minimum, un flux de reduction de 3-4 moles de NADP"*" 
par mole de glucose import6e. La modification^ telle que d6crite ci-dessus iet ci-apr6s, des 
g&ies codant pour les activity Dihydrolipoamide dehydrogenase et/ou Glyc^raldaiyde 3- 
phosphate d6shydrog6nase sera r6alis6e lorsque les biotransformations n6cessiteront xm flux de 
reduction, au miniTmim^ sup6rieur k 3 moles de NADP"*" par mole de glucose imports et 
notamraent, pour optimiser les souches E. coli MudhA, gor) ou E. coli A(udhAy qor^ pgi) ou 
E. coli A(udhA, qor, pfkA, pJkB). Les autres modifications cities, a savoir la surexpression 
d'au moins un gtnc codant pour une activite enzymatique paimi la Olucose 6-phosphate 
d^shydrdg&ase, la 6-Phosphogluconolactonase, la 6-Phosphogluconate d6shydrog6aase, 
risocitrate d6shydrog6aase et la Transhydrog6nase membranaire, et/ou la deletion d'au moins 
un g^e codant pour une activity enzymatique panni la 6-Phosphogluconate d^shydratase, la 
Malate synthase, I'lsocitrate lyase et risocitrate d6shydrog6nase kinase/phosphatase, pourront 
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6tre realisees afin d'afSner roptimisatibn du ratio NADPH/NADP^ aux besoins de la cellule et 
du proced6 de biotransfonnation consid&^e. 

La presente invention conceme ^galem^t un prbc&ie de preparation des sonches 
optiinisdes selon Tinvention telle que d6finie ci-dessus et ci-apr6s, dans lecjuel on delate un 
5 gene pris parmi ceux codant pour les activit6s Qiiinone oxidor6ductase et TTranshydrog^nase 
soluble, et le cas echeant on d61dte un gene pris parmi ceux codant pour les. activites Glucose 
6-phosphate d&hydrbgenase et 6-Pliosphogluconolactonase, et/ou on modiJBle au inoins im 
gene codant des enzymes a NAD, en particulier pour les activitfe Dihydrolipoamide 
deshydrog&iase et Glycerald^hyde S-phosphate deshydrogenase, afin qu'elles utilisent 

10 pr6ferentiellement le NADP, et le cas 6ch6ant on delete au moins un gene choisi parmi ceux 
codant pour les activity 6-Phospliogluconate d6shydratase, Malate synthase, Isocitrate lyase et 
Isocitrate deshydrogenase kinase/phosphatase, ces d616tions et modifications 6tant r6alis^ 
par un moyen approprie, et/ou on surexprime au moins un gene choisi panni ceux codant pour 
. les activites Glucose 6-phosphate deshydrog&ase, 6-Pliosphoglucoiiolactonase, 6- 

15 Phosphogluconate d6shydrog&iase, . Isocitrate d6shydrog6nase et TTranshydrog^nase 
membranaire, soit en transformant la souche avec un vecteur ^propri^ pemiettant la 
surexpression, soit en modifiant la force du promoteur endogene contirdlant le gSne k 
surexprimer. 

Selon un mode pardculier de realisation de rinvention, le proc6d6 de preparation des 
20 soucbes selon rinvCTtion comprend 6galement la transformation des souches optimis6es avec 
au moins un vecteur appropri6 comprenant un ou plusieurs g&ie(s) cociant une ou des 
enzyme(s) impUqu^s dans la biotransfonnation d*une molecule d'int^ret-, ainsi qu'un ou 
plusieurs g6ne(s) marqueur(s) de selection. . 

Un autre aspect de Tinvention conceme Tutilisation de ces souches optimis6es selon 
25 rinvention pour les biotransformations NADPH-d6pendantes permettant ainsi une 
amelioration du rendement de biotransformation par rapport k ime souche non optimis6e pour 
leNADPH. 

Les biotransformations seront realisees en utilisant des souches d^finies selon 
rinvention dans lesquelles seront e;q)rim& des gdnes codants pour des activit6s enzymatiques 
30 catalysant des reactions NADPH-d6pendantes. L'homme du m6tier saura axs6ment identifier 
de telles enzymes, onxitara pour exemples et sans que cette liste soit limitative les enzymes 
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suivantesr EC 1.1,1.10 L-xylulose reductase, EC 1.1.1.21 methylglyoxal reductase, EC 
1.1. L51 3(or i7)P-hydroxyst6roide deshydrogenase, EC 1,1.1,54 allyl-alcohol 
d6sliydrogenase, EC 1.1.1.80 isopropanol d6shydrog6ttase, EC 1.1,1.134 dTDP-6-d6oxy-L- 
talose 4-deshydrog6nase, EC 1.1.1.149 20a-hydroxysteroide d^ydrog6nase, EC 1.1.1.151 
5 21-liydroxyst6roide deshydrogenase, EC 1.1,1.189 prostaglaadine-Ea 9-reductase, EC 
1.1.1,191 mdole-3-ac6taldehyde reductase EC 1.1.1,207 (-)-meiitiiol deshydrog6iiase, EC 
1.1.1.234 flavanpne 4-r6ductase. EC 1.2.1.50 long::chain-fei^ EC 1.3.1.4 

cortisone a-reductase, EC 1.3.1.23 cholestenone 5p-r6ductase, EC 1.3.1.70 A ^'^-sterol 
reductase, EC 1.4.1.12 2,4-diaminopentanoate deshydrogenase, EC 1.5.1.10 saccharopine 
10 deshydrogenase, L-glutanoLate-forming, EC 1.7.1.6 azobenzdne reductase, EC 1.8.1.5 2- 
oxopropyl-CoM reductase (carboxylating), EC 1.10.1.1 ^ra7z^-acenaphthene-l,2-diol 
deshydrogenase, EC 1.14.13.7 phenol 2-monooxygenase, EC 1.14.13.12 benzoate 4- 
monooxygenase, EC 1.14.13.26 phosphatidylcholine 12-monopxyg6nase, EC 1.14.13.64 4- 
. hydroxybenzoate 1-hydroxylase, EC 1.14.13.70 sterol 14-demethylase, EC 1.16.1.5 
15 aquiacobalamine reductase, EC 1.17.1.1 CDP-4-dehydro-6-deoxyglucose reductase, EC 
1.18.1.2 ferredoxine-NADP reductase. 

L'inveadon conceme aussi un procede de production d'une molecule d'inter§t dont au 
moins une des reactions de la voie de biosjoithese est NADPH-dependante, caracterise en ce 
qu'il concprend les etapes suivantes : 
20 a) inise en culture des microorganismes optiroises selon Tinvention dans un milieu de 
culture ^proprie favorisant leur croissance et comprCTiant les substances necessaires 
pour la realisation de la biotransformation par fermentation ou biotransformation, k 
r exception du NADPH, et 
b) extraction de la molecule d'interSt du milieu et le cas echeant purification. 
25 De maniere preferentielle, la molecule d'int6r6t est choisie parmi les acides ainines, les 

vitamines, les sterols, les flavonoides, les acides gras, les acides organiques, les polyols, les 
hydroxyesters. Pour les acides amines ou leurs precurseurs on citera en particulier la lysine, la 
methionine, la threonine, la proline, I'acide glutamique, Thomoserine, Pisoleucine, la valine. 
Pour les vitamines ou leurs precurseurs on citera notamment le pantoate, le trans- 
30 neurospor^e, la phylloquinone, les tocopherols. Pour les sterols on citera notamment le 
. squal^e, le cholesterol, la testosterone^ la progesterone, la cortisone. Pour les flavonoides on 
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citeia notammeat la frambinone et la vestitone. Pour les acides organiques on citera I'acide 
coumarique, Tacide 3-hydroxypropionique. Pour les polyols on citera le sorbitol, le xylitol, le 
glycerol. Pour les hydroxyesters on citera l'6thyi-3-hydroxybutyrate, r6thyl-4-chloro-3- 
hydroxybutyrate. 

5 Dans le cas d'une bioconversion, le proc6de comprend aussi I'alout du substiBt h 

« convertir » dans le milieu de culture appropri6. 

1 - Le milieu de culture cit6 a r6tape b) du proc6d6 selon Tinvention d6finie ci-dessus 

comprend au moins un carbohydrate assimilable choisi parmi difTerents sucres assimilables, 
tela le glucose, le galactose, le saccharose, le lactose, ou les m61asses, ou les sous-prodxiits de 

10 ces sucres. Une source de carbone simple tout particulierement pr6fi§r6e est le glucose. Une 
autre source de carbone simple pr6f(§r6e est le saccharose. Le milieu de culture pent en outre 
contCTir ime ou plusieuKi substances (e.g. acides amines, vitamines, sels min6raux, ...) 
favorisant la croissance du microorganisme et/ou la production de la molecule d'interet En 
particulier, le milieu min6ral de culture pour E. coli pourra ainsi Stre de composition identique 

15 ou similaire k un miHeu M9 (Anderson, 1946, Proc. Natl Acad. Set USA 32:120-128), un 
milieu M63 (Mmer, 1992 ; A Short Course in Bacterial Genetics: A Laboratory Maniaal and 
Handbook for Escherichia coli and Related Bacteria, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Cold Spring Harbor, New York) ou un milieu tel que d6fiiii par Schaefer et al (1999 Anal. 
Bioch^. 270 :SS-96). 

20 La definition des conditions de biotransfonnation est du ressort de Thonmie du xn6tier. 

On fermente notamment les microorganismes k une temperature comprise entre 20**C et 55°C, 
de pr6f6rence entre 25*'C et 4p*'C, plus particuli&rement d'environ 30^C pour S. cerevisiae et 
d'environ37**CpourjE co/i. 

Les exemples ne sont donn6s .qu'il titre d'illustration de Tinvention et ne limitent en 

25 aucun le mode de realisation ni iaport6e de PinventioiL 

Exemple 1 ; Calcul des rendements optimaux theoriaues de bio conversion de 
rethvlacetoacetate en ethvl-3-hvdroxvbutvrate 

a^ bioconversion avec E, coli 
30 Des modelisations pr^dictives sont realises en utilisant Talgorithme MetOpt®-Coli, 

im module stoechiometrique d6veloppe par la soci6t6 METabolic EXplorer, qui penmet de 
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definir 1) le rendCTient maximal de production en 6thyl-3-hydroxybutyrate h partir de 
r6thylacetoacetate 2) la meilleure distribution de flux a partir du glucose poxir assurer les 
besoms de croissance et d'equilibres redox necessaires pour le d6veloppement de la cellule et 
ratteinte du rendement maximal de bioconversion. 
5 Les paramdtres impos6s au mod^e sont notamment 1) im flux dlmport de glucose k 3 

mmoLg'^ii"^ 2) un taux de croissance variable de 0, 0.15 et 0.25 3) un flux de la 
transIiydrog6nase membranaire (pritAE) variable et inferieur ou 6gal a 1 rnmoLg'^Ji'^. La 
valeur limite de flux de la transhydrog^nase membranaire est d6temiin^e k partir de la 
litt&ature (Hanson, 1979 ; Anderlund et aL, 1999 ; Emmerling et al, 2002) ; 4) le flux de 

10 maintenance a 6t6 Umit6 entre 5 et 22 mmoLg"^ Ji'^ . 

Dans tons les cas le module sugg^ la deletion des gdnes udhA et qor. En pratique 
toutefois, la souche E. coli [A(udhA^ ^or)] ne permettra pas d'obtenir un rendement 6qui^alent 
au rendement optimimi tli6orique, car il sera difficile de maintenir la repartition adequate de 
flux de caibone CTitre la voie des pentoses phosphate et celle de la glycolyse, cette repartition 

15 etant variable avec le taux de croissance. Enjpratique, on pr6ferera done utiUser les souclies E, 
coli lA(udhA, qor, pfkA, pfkB)] ou [A(udhA^ qor, PgO]^ le chpix entre ces deux souches 6tant 
fonction du taux de croissance de la souche lors duproc6d6 de bioconversion. 

Les rendements optimaux th6oriques de bioconversion de r6thylacetoac6tate en 6thyl- 
3-hydroxybutyrate ont 6t6 calculi pour diff^rentes souches de E, coli optimisees selon 
20 rinvention: 





M = 0 


M=0,15h*^ 




A(udhA, qor. pgi) 


1.82 


1.74 


1.22 


AiudhA, qor, pgi ) gapA-NADP dependant 


4,29 


3.64 


2,43 


A(udhA, qor, pgi) Ipd-NADP dependant 


5,67 


. 3,46 


1.99 . 


A(udtiA, qor, pgi) gapA-MADP dependant 
/pof-NADP dependant 


6.86 


4,96 


3,33 


A(udhA, qor, pfkA, pfl<B) 


6,76 


4,65 


0,19 


A(udliA, qor, pfkA, pfkB) gapA-HNDP dependant 


8,16 


5,54 


1.02 


ACudfiA, qor, pfkA, pfkB) IpdMMDP dependant 


8,33 


5,60 


1.77 


A(udhA, qor, pfl<A, pfl<B) gapA-NADP d6pendant ipd- 
NADP dependant 


9.33 


6.38 


2.60 
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Rendements optimaux theoriques de bioconversion de I'ethylacetoacdtate en 
6tfay!-3-hydroxybutyrate (mol par mol de glucose) par des souches d^E* coU optunisees 

dans leur capadt6 de reduction du NADP*** 
Afin d*am61iorer encore le rendement optimal th6orique des souches optiniisees selon 
5 rinvention, des modifications suppl6mentaires peuvent 6tre prises en conqite, telles que la 
surexpression d'au moins un g&ie choisi pamii zwf, gnd, pntA, pntB et icd et/ou la d616tion 

d'au moins xm gene choisi parmi eddi aceA^ aeeB et-aceK. — - 

h) bioconversion avec iS. cerevisiae 
Les mod61isations predictives sont realisees en utilisant Palgorithme MetOpt®-Scere, 
10 un module stoechiometrique d6veloppe par la soci6t6, qui pennet de d6finir 1) le rendement 
rna yimal de production en 6thyl-3-hydroxybutyrate h partir de r6thylaG6toacetate 2) la 
meilleure distribution de flux k partir du glucose pour assurer les besoLns de croissance et 
d'6quilibres redox n6cessaire pour le developpement de la cellule et I'atteinte du rendement 
TTiOTiTTial de bioconversion. 
15 Les parametres inq)os6s au module sont notaroment 1) un flux d'import de glucose a 3 

mmoLg'^Jt"^ , 2) un taux de croissance variable de 0, 0.15 et 0.25 h^^ , 3) un flux de 
maintenance inf&ieur ou 6gal k 22 mmoLg"^ Ji"^ ; 4) les reactions des aldehydes 
dehydrogenases (AIJ)2, ALD3, ALD6) sont irr6versibles et impostes dans le sens acetate + 
NAD(P)H -> ac^taldehyde + NADCP) ; 5) la levure ne possSde pas d'activitfe 6quivalentes k 
20 udhAonpntA^B. 

Le module permet de prendre en compte la compartimentation mitochondriale et 

peroxisomale. 

Dans tons les cas, le module suggere la d616tion d'un gdne codant poiir une enzyme 
oxydant le NADPH et en particulier, du g&ie ZTAl. En pratique toutefois, la souche 51 

25 cerevisiae [AZTAl] ne permettra pas d^bbtenir im rendement Equivalent au rendement 
optimum th6orique, car il sera difficUe de maintenir la repartition adequate de flux de carbone 
CTitre la voie des pentoses phosphate et celle de la glycolyse, cette repartition 6tant variable 
avec le taux de croissance. En pratique, on pr6f6rera done utiliser les souches S. cerevisiae 
[A(ZTA1, PEKll, PFK:2)] ou [A(ZTA1, PGIl)], le choix entre ces deux souches etant fonction 

30 du taux de croissance de la souche lors du proc6d6 de bioconversion. 



wo 2005/047498 PCT/FR2004/002848 

16 



Les readements optimaux theoriques de bioconversion de nethylacetoac^tate en ethyl- 
3-hydroxybutyrate ont 6te calcules pour dififerentes souches de S. ^erevisiae optimisees selon 
rinvention: 





11 = 0 


lJ = 0,15h-' 


M = 0,25 h^' 


A(ZTA1,PGI1) 


2.42 


2,00 


1,73 


A(ZTA1 ,PGI1 ) TDH1 ,2.3-NADP dependant 


4,22 


3,50 


3,03 


A(ZTA1 ,PGI1 ) LPD1-NADP dependant 


4.08 


3,29 


2,77 


A(ZTA1 ,PGI1 ) TDH1 ,2,3-NADP dependant LPD1- 
NADP dependant 


6.17 


5,01 


4,23 


A(2TA1,PFK1. PFK2) 


12.00 


8.18 


5.64 


A(ZTA1, PFK1, PFK2) TDH1 ,2,3-NADP dependant 


12,00 


9,11 


7.19 


A(ZTA1, PFK1, PFK2) LPD1-NADP dependant 


12,00 


8.44 


6,06. 


A(ZTA1, PFK1, PFK2) TDH1.2,3-NADP d6pendant 
LPD1 -NADP dependant 


12.00 


9,28 


7,46 



. 5 Rendements optimaux theoriques de bioconversioa de I'^thylacStoacState en efliyl-3- 
hydroxybuQrrate (mol par mol de ^ucose) par des souches de 51 cerevisiae optimisees 

dans leur capadte de reduction du NADP^ 

Afin d'am61iorer encore le rendement optimal theorique des souches optimisees selon 
10 rinvention, des modifications siqipl^mentaires peuvent dtre prises en compte, telles que la 
surexpi^sion d'an moins un gene cioisi pamii ZWF, SOLI, SOL2, SOL3, SOL4, GNDl, 
GND2, IDPl, IDP2 et IDP3 et/ou la d616tion d'au moins un gSne cJioisi pamii ICLl, DAL7. 

Exemple 2 ; Construction de la souche.g> coli \A(udhA. ciori\ 
15 L'inactivation du gdne udhA est r^alis^e par recombinadson homologue d'apres la 

technique d6crite par Datsenko et Wanner (One-step inactivatiora of chromosomal genes in 
Escherichia coli Krl2 using PGR products, Proa. Natl Acad. Sci. Z7&4,2000, 97 : 6640-6645). 

Cette technique consiste k insurer une cassette de resistance k un antibiotique 
(chloramphenicol) tout en d616tant la majeure partie du g&ae concern^. Pour cela on synth6tise 
20 une paire d'oligonucl6otides, chacun ifitant constitufe de lOOpb dont 80pb (ininuscules) sont 
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homologues avec le gene a d61eter (e.g. udhA) et 20pb (majuscules) sont homologues avec la 

cassette de resistance au chlorampherdcol : 

DudhAF 

ggtgcgcgcgtcgcagttatcgagcgttatcaaaatgttggcggcggttgcacccactggggcaccatcccgtcgaaagcCAT^ 
5 GAATATCCTCCTTAG 
DudhAR 

Ck:cagaatctottttgtttcccgatggaacaaaattttcagcgtgccca^ 
TGGAGCTGCTTCG 

La cassette antibiotique portee par le plasmide pKD3 est anqplifiee par PGR en utilisant 

10 les oligonucleotides DudhAF et DudhAEL Le produit PGR obtenu est alors introduit par 
electroporation dans la souche E. coli [pKD46], qui porte le gene codant la Red recombinasei 
enzyme catalysant la recombinaison homologue. Les transformants resistants au 
chloramphenicol sont alors s61ectionn6s et Tinsertion de la cassette de resistance est v6rifiee 
par une analyse PGR en utilisant les oligonucleotides UdhAF et UdhAR : 

15 UdhaF 

Ggccgctcaggatatagccagataaatgac 
UdhaR 

Gcgggatcactttactgccagcgctggctg 

La cassette de r&dstance au chloramphenicol est aisuite eiiminee. Pour cela, le 
20 plasmide pGP20 porteur de la recombinase FLP agissant au niveau des sites FRT de la cassette 
de resistance au chloramphenicol, est introduit dans les souches recombinantes par 
electroporation. Puis, apres une serie de cultures k AT'C, la p^ de la cassette de resistance k 
r antibiotique est verif[6e par une analyse PGR avec les oligonucleotides UdhAF et UdhAR. 

L'inactivation du gdne qor est r6alisee selon la mSme technique en utilisant les 
25 oligonucleotides suivants : 
DqorF 

ggtggcccggaagtacttcaagccgtagagttcactcctgccgatccggcggagaatgaaatccaggtcgaaaataaagcGATAT 

GAATATGGTGCTTAG 

DqorR 

30 cgcccggctttccagaatctcatgcgcacgctgcgcatcctoagcggatatttctgctgctcggcgacatcgacctt^^ 
TGGAGGTGGTTCG 
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QorF 

Cgcccaacaccgactgctccgcttcgatcg 
QorR 

cagcgttatgaccgctggcgttactaaggg 
5 Poiar des raisons pratiques, il peut etre int&essant de deleter les deux genes 

simultaii6inent. Pour cela cheque ghae est remplac6 par une cassette de resistance a un 
antibiotique different (par exemple chloramph&iicol pour udhA et kanamj^ine pour qor). 
La souche obtcnue est done coli \h(jidhA^ 9^r)]* 

10 ff.Yem ple 3 ; Construction du plasmide pSK-PgapA-GRE2p, introdnetion dans la 

souche K coli \MudhA. aorW et biotransformation de Pethvlacetoacetate en ethvl-3- 
hvdroxvbutvrate 

Le plasmide pSK-PgapA est construit par insertion du promoteur gap A dans le vecteur 
pBluescript-SK (pSK). Pour cela, le promoteur gapA diE. coli est amplifie avec la polymerase 

15 Pwo apartir de rADNchromosomique. 

Le produit PGR obtenu est ^isuite dig6r6 par T enzyme de restriction HindHl et 
ligatur6 au vecteur pSK dig6r6 par T enzyme de restriction HindBI et d6pliosphoryl6 pour 
donner le plasmide pSK-PgapA, Le vecteur pSK porte une origine de rqpUcation pour E. coli 
et un gene de resistance a rampicilline. 

20 Le plasmide pSK-PgapA est alors introduit dans la souche E, coli DHSof pour 

verification de la constraction. Le s6quen9age du promoteur gqpA du plasmide pSK-PgapA 
avec Toligonucieotide xmiversel M13 forward est ensuite realis6 . pour confirmer la 
constructiorL 

Le plasmide pSK-Pg^A-GRE2p est construit par insertion du gdne GRE2p dans le 
25 plasmide pSK-PgapA^ Pour cela, le g&ie GRE2p de Saccharomyces cerevisiae est Bmph&6 
avec la polymerase Pwo k partdr de TADN chromosomique en utilisant les oligonucleotides 
suivants: 

Omel 19_GRE2F (Ndel) 
Acgtacgtggcatatgtcagttttcgtttcaggtgctaacggg 
30 Omel20_GRE2R (PstI) 

Acgtacctgcagttatattctgccctcaaattttaaaatttggg 
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Le produit PGR obtenu est ensuite digere par les enzymes de restriction Ndel - PstI et 
ligature au vecteur pSK-Pg^A dig6r6 par les enzymes de restriction Ndel - PsH et 
d6phosphoryl6 pour donner le plasmide pSK-PgapA-GRE2p. Le plasmide pSK-PgapA porte 
une origine de replication pour E. coli et un gdne de resistance a Tampicilline. 
5 Le plasmide pSK-PgapA-GRE2p est alors introduit dans la souche E, coli DH5a pour 

verification de la construction. Le sequenpage du gene GRE2p du plasmide pSK-PgapA- 
- - - GRE2p avec les oligonucleotides imiversels Ml 3 reverse et M13 forward est ensuite r6aUs6 
pour confirmer la constructioii. 

Le plasmide valide est alors introduit dans la souche E, coli [A(udhA^ gor)] (exemple 
10 2) par eiectroporatioiL 

La souche obtenue E. coli [A(udhA, gor) pSK-PgapA-GRE2p] est alors cultiv6e en 
milieu miTii'irmtn conteuant du glucose et de rethylacetoacetate. Une souche d'E. coli jpSK- 
Pg^A-GRE2p] est cultiv6e dans les memes conditions. 
Lorsque les cultures sont achevees on compare : 
15 - revolution de la biomasse de chaque souche pendant la phase de bioconversion, 

- la quantite d'ethyl-3-hydroxybutyrate produit dans le miUeu extracellulaire, 

- la quantite d*ethyl-3-hydroxybutyrate accumuie dans les cellules, 

- lapn>ductiviteeaethyl-3-hydroxybutyrate, 

- le rend^e^t glucose/ethyl-3-hydroxybutyrate. 

20 On pourra observer que la souche E. coli [A(udhA^ qor) pSK-Pg^A-GRE2p] presente 

im rendement de production d'ethyl-3-hydroxybutyrate accru par rapport k la souche non 
optimisee. 

Exemple 4 ; Construction de la souche jK coli \A(udhA. aor. pg/> p SK-PgapA-GRE2pT et 
25 biotransformation de Pethvlacetoacetate en ethvl-3-hydroxvbutvrate 

L'inactivation du gSne pgi est conduite dans la souche E. coli [A(udhA, ^or)] (exemple 
2) en utilisant la technique decrite dans I'exemple 2, et les ohgonucieotides suivants : 
DpgiF 

ccaiicgcagaccgctgcctggcaggcactacagaaacacttcgatgaaatgaaagacgttacgatcgccgatcttt^ 

30 CTGGAGCTGCTTCG 
DpgiR 
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gcgccacgctttatagcggttaatcagaccattggtcgagctatcgtggctgctgamcttt^ 

ATCCTCCTTAG 

pgiF 

gcggggcggttgtcaacgatggggtcatgc 

5 pgiR 

cggtatgatttccgttaaattacagacaag 

La construction est r6alis6e en milieu riche (e.g, LB). On introduit alors dans la 
souches obteuue le plasmide pSK-PgapA-GRE2p (exemple 3) par electroporation, et la souche 
r6siiltaiite E. coli [A(udIiA, qor.pgi) pSK-PgapA-GRE2p] est s61ectioimee sur milieu riche. 
10 La souche obtenue est alors cultivee en milieu minimum contenant du glucose et de 

rethylac6toacetate. Une souche d'E. coli [pSK-PgapA-GRE2p] est cultivee dans les mfimes 
conditions. 

Lorsque les cultures sont achev6es on compare : 

r6volution de la biomasse de chaque souche pendant la phase de bioconversion, 
15 - la quantite d*ethyl-3-hydroxybutyrate produit dans le milieu extracellulaire, 

- la quantity d'6thyl-3-hydroxybutyrate acc\miul6 dans les cellules, 
laproductiviteea6thyl-3-hydroxybutyrate, 

- le rendement glucose/6fliyl-3-hydroxybutyrate. 

On pourra observer que la souche E. coli [MudliA, qor, pgi) pSK-PgapA-GRE2p] 
20 presente im rendement de production d'6thyl-3-hydroxybutyrate accm par rapport k la souche 
non optimisde. 





mOlEHB/mOlGlucose 


MG1655 pSK-PgapA-GRE2p 


0,75 


MG1655 L{udhA, qor, pgl) pSK-PgapA-GRE2p 


2,12 



Exemple 5 : Construction de la souche JR coli \h(udhA ^ qor. veL edd\ pSK-PgapA- 
GRE2p1 et biotransformation de rethvlacetoacdtate en ^thvl-3-hvd roxvbntvrate 

25 L'inactivation du gene add est conduite dans la souche E. coli [A(tidhA^ qor, pgiy] 

(exemple 4) en utilisant la technique d^crite dans Texemple 2, et les oligonucleotides 
suivants : 

DeddF (1932582-1932499) 
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Cgcgcgagactx:gctctgcttatctcgcccggatagaacaagcgaaaacttcgaccgttcatcgtt 

GGCTGGAGCTGCTTCG 

DeddR (1930866-1930943) 

cgcaaggcgctgaataattcacgtcctgttcccacgcgtgacgcgctcaggtcaggaatg^^ 

AATATCCTCCTTAG 

EddF (1932996-1932968) 

-OggtagactccattaGtgaggGgtgggGg - 

EddR (1930439-1930462) 
Ccccggaatcagaggaatagtccc 

La coBStniction est r6alisee en milieu liche (e.g. LB). On introduit alors dans la souche 
obtenue E. coli [A(udhA, qor, pgi, edd)] le plasmide pSK-PgapA-GRE2p (exemple 3) par 
61ectroporation, et la souche r^sultante coli [A(udhA, qor^ pgi, edd) pSK-PgapA-GRE2p] 
est s6Iectionnee sur milieu liche. 

La souche obtenue E. coli lA(tidhA^ qor^ pgi, edd) pSK-PgapA-GRE2p] est alors 
cultiv6e en milieu tnmimnTn cont^ant du glucose et de r6thylac6toac6tate. Une souche E. 
coli [pSK-PgapA-GRE2p] est cultiv6e dans les mSmes conditions. 

Lorsque les cultures sont achevSes on compare : 

- r6volution de la biomasse de chaque souche pendant la phase de bioconversion, 

- la quantity d'6thyl-3-hydrox3^utyrate produit dans le milieu extracellulaire, 

- la quantity d'6thyl-3-hydroxybutyrate accmnulS dans les cellules, 

- laproductivit6 en6fhyl-3-hydroxybutyrate, 

- le rendement glucose/6thyl-3-hydroxybutyrate. 

On pourra observer que la souche X coli [A(mJ/iA, qor, pgi, edd) pSK-PgapA-GRE2p] 
pr6sente un rendement de production d'ethyl-3-hydroxybutyrate accru par rapport a la souche 
nbn optimis6e. 

Example 6 ; Construction de la souche JSL coli IMudhA. aor, vfkA, vfkS\ pSK-PgapA- 
GRE2pT et biotransformation de P^thvlac^toacgtate en 6thvl-3"hvdroxvbutvrate 
L'inactivation des g^nes pflcA. et pfkB est .conduite dans la souche J51 coli [A(ud%A, 
qor)\ (exemple 2) en utiUsant la technique d6crite dans Texemple 2, et les oligonucleotides 
suivants: 
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DpfkAF 

ggt gtg ttg aca age ggc ggt gat gcg cca ggc atg aac gcc gca att cgc ggg gtt gtt cgt tot gcg ctg 

aca gaa ggTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 

ppfkAR 

5 TtogcgcagtocagccagtcaccrtttgaacggacgcttcatgttttogatagcgtcgatgatgtcgtggtgaaccagctgCATATG 
AATATCCTCCTTAG 
PftAF 

Cgcacgcggcagtoagggccgacccgc 
. PfkAR 
10 ccctacgccccacttgttoatogcccg 
DpfkBF (1804421-1804499) 

gcgccctotctcgatagcgcaacaattaccccgcaaatttatcccgaaggaaaactgcgctgtaccgcaccggtgttegTGTAQG 

CTGGAGCTGCTTCG 
DpfkBR (1805320-1805241) 
15 gcgggaaaggtaagcgtaaattttttgcgtatcgtoatgggagcacagacgtgttccctgattgagtgtggctgcactocCATATG 

AATATCXJrCCrTAG 

PfkfiF (1803996-1804025) 

tggcaggateatccatgacagtaaaaacgg 

PfkBR (1805657-1805632) 
20 gccggttgcactttgggtaagccccg 

La construction est r6alis^ en milieu riche (e.g. LB). On introduit alors dans la souche 

obtenue E. colt [A(udhAy qor, pfkA, pfkS)'\ le plasmide pSK-PgapA-GRB2p (exemple 3) par 

aectroporation, et la souche i^tante E. coli [L{udhA, qor^pfkA, pfkB) pSK-PgapA-GRE2p] 

est s61ectipim6e sur milieu riche. 
25 . La souche obteiiue £1 coli \AiudhA, gor, pflcA. pJkE) pSK-PgapA-GRE2p] est alors 

cultiv6e en milieu Tninimnin contenant du glucose et de I'^thylac^aciState. Une souche E. 

coli [pSK-PgapA-GRE2p] est cultiv6e dans les mSmes conditions. 
Lorsque les cultures sont achev6es on compare : 

- r6volution de la biomasse de chaque souche pendant la phase de bioconversion, 
30 - la quantity d'6thyl-3-hydroxybutyrateproduit dans le milieu extracellulaire, 

- la quantity d'6tiiyl-3-hydroxybutyrate accumul6 dans les cellules, 
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- la productivity en 6thyl-3 -hydroxybutyrate, 
. le rendement glucose/ethyl-B-hydroxybutyrate. 

On pourra observer que la souche coli [A(udhA, qor, pjkd, pfkB) pSK-PgspA- 
GRE2p] presente un rendement de production d'ethyl-3-hydroxybutyrate accru par report k 
5 IsL souche non optimis6e. 





moleHB/molGhiooso 


MG1655 pSK-PgapA-GRE2p 


0,75 


MG1655 A(udM, qor, pfkA, pfkB) pSK-PgapA-GRE2p 


3,46 



Example 7 ; Construction de la souche JE> coli \A(udhA. aon psu Ivd) jylvd*. pSK-PgapA- 
GRE2pl et biotransformation de P^tfavlacetoacetate en ethyl-3-hvdroxybutvrate 
Le gene Ipd codant la dihydrolipoamide deshydrog6nase NAD-dependante, impliqu6e 
10 dans le complexe muitienzymatique pyruvate dehydrogenase, est d616t6 en utilisant la 
technique ddcrite dans Texemple 2 sauf que la souche initiale est la souche E. coli [A(iidhA^ 
qor, pgi)] d^crite dans Texenqple 4 au heu d'§tre une souche sauvage. La construction et la 
s61ection de la souche modifi6e est realis6e en milieu riche (e.g. LB). La souche obtenue est 
Ecoli [A(udIiA, qor^pgi, Ipd)]. 
15 Par aiUeurs on construit le plasmide p-^pc?* qui pennet la surexpression d'une 

dihydrolipoamide d6shydrog6ttase NADP-d6pendante. n existe difF6rentes possibility pour 
modifier la specificit6 de cofacteur d'une enzyme. Par exemple Bocanegra et al (1993) 
divulguent une m6thode pour cr6er une dihydrolipoamide dehydrogenase NADP- 
d^endante. 

20 Les plasmides p-^rf* et pSK-PgapA-GRE2p sont alors introduit par 61ectroporation 

dans la souche E.coli [A(udhA, qor, pgi, Ipd)], altemativement, on pent choisir de doner Ipd* 
sur pSK-PgapA-GRE2p ; on obtiendrait alors le plasmide pSK-PgapA-GRE2p-lpd* que I'on 
introduirait par 61ectroporation dans la souche Ecoli [A(tidhA^ qor, pgi, Ipd)]. La construction 
et la selection de la souche modifiee est r6alis6e en milieu riche (e.g. LB). 

25 La souche obtenue E. coli [A(udhA, qor, pgi, Ipd) pSK-PgapA-QRE2p, vlp^^l est 

alors cultivfe en milieu Tmnimiim contenant du glucose et de r6thylac6toac6tate. Une souche 
E. coli [pSK-PgapA-GRE2p] est cultiv6e dans les mSmra conditions. 
Lorsque les cultures sont achev6es on compare : 
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revolution de la biomasse de chaque souche pendant la phase de bioconversion, 

- la quantite d'ethyl-3-hydroxybxityrate prodidt dans le milieu extracellulaire, 

- la qumtite d'6thyl-3-hydrox)4)iJrtyrate ac^umi^^ 

- la productivite en 6thyl-3-hydroxybutyrate, 

5 - le rendement glucose/6thyl-3-hydroxybutyrate. 

On pourra observer que la souche E. coli [A(udhA^ gor, pgi, Ipd) pSK-Pg^A-GRE2p, 
p-Ipd*)} pr6sCTte un reddCTient de production d'6thyl-3-hydroxybutyrate accru par rapport k la 
souche non optimis6e. 

10 Example 8 : Construction du p lflgmlde p RSGK-GRE2p 

Le plasmide pYGK est construit par insertion du promoteur Ppgk^ du site de 
multiclonage et du terminateur cycl du vecteur pYPG2 dans le vecteur pBluescript-SK (pSK). 
Pour cela, le promoteur Ppg^, le site de midticlonage et le terminateur cyci sont amplifife 
avec la polymerase Pfu Turbo k partir du vecteur pYPG2. Le produit PGR obtenu est ensuite 
15 digdr6 par les enzymes de restriction SacII - NotI et ligatur6 au vecteur pSK dig6r6 par les 
enzymes de restriction Apal - Smal^ Kgatur6 puis digere par les enzymes de restriction NotI - 
Sacn et d6phosphoryle pour donner le plasmide pYGKL 

Le plasmide pYGK est alors introduit dans la souche E. coli DHSof pour verification de 
la construction. Le s6quen9age du promoteur Vpgk, du site de multiclonage et du terminateiir 
20 cycl du plasmide pYGK avec les oUgonucleotides universels M13 reverse et Ml 3 forward est 
ensuite realise pour confiriner la construction. 

Le plasmide pYGK-GRE2p est ensuite construit par insertion du gSne GRE2p dans le 
plasmide pYGK. Pour cela, le g&ie GRE2p de Saccharoniyces cerevisiaie est amplifi6 avec la 
polymerase Pwo i partir de TADN chromosomique, en utilisant les oligonucleotides suivants : 
25 Qme376_Gre2 pYGK F (Smal) 

Acgtacgtcccccgggaaaaatgtcagttttcgttteaggtgc 
Ome377_Gre2 pYGK R (Apal) 

ACGTA CGGGCCC TTATATTCTGCCCTCAAATTTTAAAAT^ 

Le produit PGR obtenu est ensuite dig6r6 par les enzymes de restriction Apal - Smal et 
ligature au vecteur p YGK dig6r6 par les enzymes de restriction Apal - Smal et d6phosphoryl6 
pour donner le plasmide pYGK-GRE2p. 
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Le plasmide pYGK-GRE2p est alors introduit dans la souche E. coli DH5a pour 
verification de la conslruction. Le sequen9age du gene GRE2p du plasmide pYGK-GRE2p 
avec les- oligonucleotides universels M13 reverse et M13 forward est ensuite realise pour 
confirmer la construction. 

Le plasmide pRSGK-GRE2p est finalement obtenu par digestion des plasinides 
pYGK-GKE2p et pRS426 avec les enzymes de restriction NotI - .SaciZpuis ligation. 

Exemple 9 : Construction de la souche A cerevisiae fArZTAl^ pRSGK-GRE2p1 et 
biotransformation de Pethvlac^toacetate en eth\i-3-hvdroxvbutvrate 

L'inactivation du gene ZTAl est realis6e en inserant un marqueur (resistance k im 
antibiotique, auxotrophic) tout ea deletant la majeure partie du gene cbnceme. La technique 
utilis6e est dfcrite par Brachmaan et aL (Designer deletion strains derived fix>m 
Saccharomyces cerevisae S288C : a useful set of strains and plasmids for PCR-mediated gene 
disruption and other applications. Yeast, 1998, 14: 1 15-32). On pent aussi utiliser la technique 
decrite par Wach et aL (New heterologous modules for classical or PCR-based gene 
ddsmptions in Saccharornyces cerevisiae. Yeast, 1994, 10 : 1793-1808). 

Dans tous les cas on obtient une souche JBnale S. cerevisiae [A(ZTA1)], dans laquelle 
le plasmide pRSGK-GRE2p (exemple 8) est alors introduit. 

Altemativement, on pent aussi choisir d'introduire le plasmide pRSGK-GRE2p dans 
une souche A(ZTA1) disponible, par exemple la souche EUROSCARF Y33183 (g&iotype : 
BY4743; Mat a/a; his3Dt/his3Dl; leu2D0/Ieu2D0; lys2D0/LYS2; METlS/metlSDO; 
ura3DO/tira3DO; YBR046c::kanMKA/YBR046c::kanMK4). n est alors possible apres 
sporulation de r6cup6rer une souche homozygote S. cerevisiae [A(ZTA1) pRSGK-GRE2p]. 

La souche obtenue S. cerevisiae [A(ZTA1) pRSGK-GRE2p] est ensuite cultiv6e en 
milieu minimixm contenant du glucose et de rethylac6toac6tate. 

La souche temoin iS. cerevisiae [pRSGK-GRE2p] est cultiv6e dans les mSmes 
conditions. 

Lorsque les cultures sont achev6es on compare : 

- revolution de la biomasse de chaque souche pendant la phase de bioconversion, 

- la quantit6 d'6thyl-3-hydroxybutyrate produit dans le milieu extracellulaire, 

- la quantit6 d'6&yl-3-hydioxybutyrate accxmiid6 daiis les ceU 
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- la productivite en 6thyl-3-hydroxybutyrate, 

- le rendement glucose/ethyl-3-hydroxybutyrate. 

On ppuira observer que la souche S. cerevisiae [A(ZTA1) pRSGK-GRE2p] presente un 
rendement de production d'6thyl-3-hydroxybutyrate accru par report a la soixche non 
5 pptimis^e. 

Example 10 ; Construction de la souche S. cerevisiae fAfZTAl^ PGI1> pRSCaK- 
GRE2p1 et biotransformatiou de Pethvlac^toacetate en 6thvl-3-hvdroxvfautvrate 
L'inactivation du g&ie PGIl est realis6e daaos la souche S. cerevisiae [A(ZTA1) 
10 pRSGK-GRE2p] en utilisant la technique d6crite dans rexemple 9, et les oligonucleotides 
suivants : ' 

DpgilF , 
CCAACGCAGACCGCTGCCTGGCAGGCACTACAGAAACACTTCGATGAAATGAAA 
GACGTTACGATCGCCGATCTITITGCrGTAGGCTGGAGCTGC^ 
15 DpgilR 

GCGCCACGCITTATAGCGGTTAATCAGACCATTGGTCGAGCT 

TrrCirrATCATCTTTCAGGTCT 

PgilF 

GCGGGGCGGTTGTCAACGATGGGGTCATGC 
20 PgilR 

CGGTATGATTTCCGTTAAATTACAGACAAG 

Altemativement il est possible d'utiliser ime souche A(PGI1) disponible, par exemple 
la souche EUROSCAKF Y23336 (Mat o/a; his3Diyhis3Dl; leu2D0/leu2D0; ly52D0/LYS2; 
MET15/metl5D0; ura3D0/ura3D0; YBR196c::kanMX4/YBR196c). La souche est alors 
25 transfonnSe par le plasmide pRSGKtGRE2p (exemple 8) puis la d6i6tion du ghnc ZTAl est 
r6alis6e en utilisant la technique ddcrite dans I'exemple 9. 

La souche obtenue S. cerevisiae [A(ZTA1, PGIl) pRSGK-GRE2p] est alors cultiv6e en 
miheu Tnim'iTmm contcnant du glucose et de r6thylac6toac6tate. 

La souche t6nioin S. cerevisiae [pRSGK-GRE2p] est cultiv6e dans les mSmes 
30 conditions. 

Lorsque les cultures sont achev^es on compare : 
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- revolution de la biomasse de chaque souche pendant la phase de bioconversion, 

- la quantity d'ethyl-3-hydroxybutyrate produit dans le milieu estracellulaire, 

- la quantite d'6th>i-3-hydroxybutyrate accumul6 dans les cellules, 

- la productivitS en ^thyl-S-hydrojQ^utjrate, 

5 - le T^dement glucose/6th>d-3-hydtoxybutyrate. 

On pourra observer que la souche S; cerevisiae [A(ZTA1, PGIl) pRSGK-GRE2p] 
pr^sente un rendement de production d'6thyl-3-hydroxybutyrate accru par rapport k la soudie 
non optimis6e. 

10 Exemple 11 ; Construction de la sonche S. cerevisiae TArZTAl. PFKl. PFKZt pRSGK- 
GRE2pl et biotransformation de Peth-yiacetoacetate en ethvl-3-hvdroxvbutvrate 
Les gdnes PFKl et PFK2 sont d616t^ dans la souche S. cerevisiae [A(ZTA1)] en 
utilisant la technique d^rite dans Texemple 9, et les oligonucleotides suivants : 
DpfklF 

15 ATGCAATCTCAAGATTCATGCTACGGTGTTGCATTCAGATCTATCATCACAAATGA 
TGAAAAGCTTCGTACGCTGCAGGTCG 
DpfklR 

TTTGTTTTCAGCGGCTAAAGCGGCTACCTCAGCTCTCAACIT^^ 
GGATGGGCCACTAGTGGATCTGATATC 
20 PfklintF 

GCTTTCTrTAGAAGCTACCTCCG 
PfklintR 

GAACCQACAAGACCAACAATGG 
Pfk2intF 
25 CAGTTGTACACTTTGGACCC 
Pfk2intR 

GATCAGCACCAGTCA\AGAACC 

La souche est alors transfoim6e par le plasmide pRSGK-GRE2p (exanple 8). 
La souche obtenue S. cerevisiae [A(ZTA1, PFKl, PFBC2) pRSGK-GRE2p] est alors 
}0 cultiv6e en milieu minimum contenant du glucose et de I'^thylacdtoacdtate. 
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La souche temoin S. cerevisiae [pRSGK~GRE2p] est cultiv6e dans les memes 
conditions. 

Lorsque les cultures sont achevees on compare : 

- revolution de la biomasse de chaque souche pendant la phase de bioconversion, 

- la quantity d'ethyl-3-hydroxybutyrate produit dans le milieu extracellulaire, 

- la quantit6 d*6thyl-3-hydxoxybutyrate accumiil6 dans les cellules, 

- lapix>ductiviteen6tliyl-3-hydioxybutyrate, 

- ie rendement glucose/ethyl-3-hydroxybutyrate. 

On pourra observer que la souche S. cerevisiae [A(ZTA1, PEKl, PFK2) pRSGK- 
GRE2p] presente xm rendanent de production d'6fhylO-hydroxybutyrate accni par rapport k 
la souche non optiniis6e;. 





moleHB/molGliicose 


S. cerevisiae [pRSGK-GRE2p] 


en cours 


S. cerevisiae [A(ZTA1, PFK1. PFK2) pRSGK-GRE2p] 


en cours 



Exemple 12 ; Comparaison entres valeurs exp6rimentales et predictions par le modele 
m^tabolique pour Poptimisation de la production d^6thvl-3"hvdroxvbutvrate par 

Escherichia coli 

On pourra observer une bonne correlation entre les mod61isations pr^dictives (exemple 
1) et les realisations exp6rimentales decrites dans les exemples 3, 4, 5^ 6, 7, 9, 10 et 1 1. ' 

Les exemples 1 a 1 1 ci-dessus sont des applications particulieres du brevet et n'en 
limitent pas Tutilisation^ L'homme de Tart saura ais6ment adapter ces exemples pour la 
biotransformation de mol6cules ayant une synthase NADPH-dependante. L'algoriflune 
Metppt® et la strat6gie d'optimisation d'un proc6d6 de bioconversion NADPH-dependant via 
Toptimisation dii ratio NADPH/NADP"*" est yalid6 ; cela nous pennet en outre de revoidiquer 
ime application 61argie k toutes les biotransformations NADPH dSpendantes, qui pouiront §tre 
modelis^es et pr6vues par MetQpt® ou Tun de ses ddrivfe, en utilisant E, coli, S. cerevisiae ou 
tout autre microorganisme. 

Exemple 13 : Calcol des rendements optimaux th^oriques dans le cadre de precedes de 

fermentation ehezR coli 
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L'exemple 12 montre que les modeles MetOpt® developpes par la societe sont 
^plicables aux bioconversioiis et devraient plus generalement s'appliquer aux 
biotransformations telles que les fomentations. 

A titre d*exemples, le module Metppt®-Coli est applique a la production de C3^ine 
ou de 3-hydioxypropionate par fermentation du glucose dans des souches d'E. coli optimisees 
seloh rinvention- Les param^tres utilises soint les memes que dans Texemple 1, h savoir i 1) 
un-flux dimport de glucose k 3 ixunoLg"^ Ji'^, 2) un taux de croissance variable de 0, 0.15 et 
0.25 h'^, 3) im flux de la transhydrog6aase membranaire (pntAS) variable et inf6rieur ou 6gal 
1 mmoLg"^ Ji'^ La valeur limite de flux de la transliydrog6nase membranaire est detennin6e k 
partir de la litt^rature (Hanson, 1979 ; Anderlund et al, 1999 ; Emmerling et al, 2002) ; 4) le 
flux de maintenance a 6te limits entre 5 et 22 mmoLg'^hT^. 



a> cas de la production de cysteine par fermentation du glucose 





M = 0 


M = 0,15 h"" 


M = 0,25 h ' 


AQjdhA, qor, pgi) 


0,66 


0.37 


0,09 


A(udhA, qor, pgi ) 
gapA-NADP dipendant 


0,78 


0.37 


0.09 


AiudhA, qor, pgi) 
/pd-NADP dependant 


0,78 


0.37 


0,09 


AiudtiA, qor, pgi) 
gapA-NADP dependant 
/p</-NADP dependant 


0,78 


0,37 


0,09 


A(udhA, qor, pikA, pfi<B) 


0,40 


0.18 


0,01 


ACudhA, qor, pfkA, pn<B) 
gapA-NADP ddpendant 


0,62 


0.30 


0.06 


MjjdiTA, qor, pfkA, pIkB) 

/pd-NADP dependant 


0.71 


0.36 


0.13 


L{udhA, qor, pfkA,pfkB) 
gapA-NADP dependant 
/pd-NADP dependant 


0,77 


0.42 


0.17 



Rendements optimaiix thSpriques de production de la cysteine 
par des souches d'i?. coli optimist dans leur capacity de reduction du NADP*^ 

(mol par mol de glucose) 
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A fin d'ameliorer encore le readement optimal theorique des souches optimisees selon 
riavention, des modifications siq)pl6mmtaires peuvent etre prises en compte, telles que la 
surexpression d'au moins un gene choisi parmi z\yf^ gnd^ pntA, pntB et icd et/ou la d616tion 
d*au moins un gdne choisi panni edd^ aceA^ aceB et aceK. 
5 Dans la pratique pour obtmir de tels rendements, d'autres modifications devront etre 

apport6es aux souches optimisees selon I'invention, par exemple «i surexprimant le gdne cysB 
comme d6crit dans le brevet WO0127307, ou en modifiant le gene cysE concune d6crit dans le 
brevet EP0885962. 

h) cas de la production de 3-hvdroxvpropionate par fermentation du glucose 
10 La production de 3-liydroxypropionate est r6alisee dans des souches d^E. coli 

contenant les genes codant pour les enzymes de la voie de synthase du 3-hydroxypropionate, 
par exemple la malonyl-<5oA reductase de Chloroflexus aurantiacus (Elugler et al., Journal of 
Bacteriology, 2002, 184:2404-2410). 





|j = 0 


MsO.ISh"* 


M = 0,25 h ' 


A(udhA, qor, pgi) . 


1,33 


0.79 


0,30 


A{udhA, qor, pgi ) 
gapA-NADP dependant 


1.76 


0,99 


0,30 


MudhA, qor, pgi) 
Ipd-HADP dependant 


1,82 


0.99 


0,30 


A(udhA. qor, pgi) 
SrapA-NADP dependant 
/pd-NADP dependant 


1.82 


0,99. 


0,30 


A(udhA, qor, pfkfi^pfkB) 


1,62 


0.66 


0.03 


AiudhA, qor, pfkA, pfliB) 
gapA-NADP dependant 


1,76 


0,79 


0,07 


. AiudhA. qor, pIkA, pfl<B) 
/p(/-NADP dependant 


1,79 


0,84 


0,07 


AiudhA, qor, pflcA, pflcSj 
gapA-NADP dependant 

/pd-NADP dependant 


1.79 


0,84 


0.07 



Rendements optimaux th6oriques de production de 3-hydroxypropionate 
15 par des souches d^E. coli opfimis£es dans leur capacity de reduction du NADP*^ 



wo 2005/047498 



31 



PCT/FR2004/002848 



(mol par mol de glucose) 
Afin d'am^KoiCT encore le rendement optimal theorique des souches optimisees selon 
rinventioi]^ des modifications supplementaires peuvent Stre prises en compte, telles que la 
surexpression d'au moins un g6ne choisi parmi zwf^ gnd^ pntA, pntB et icd et/ou la delation 
5 d'au moins un gdne choisi pamii edd^ aceA^ aceB et aceK. 

Exemple 14 : Calcul des rendements optimaiix tii6ori ques dans le cadre de proc6dfe de 
fermentation chez S. cerevisiae : application a la production d^hvdrocortisone 

10 L'exemple 12 montre que les modules MetOpt® developp6s par la societe sont 

applicables aux bioconversions et devraient plus generalement s'appliquer aux 
biotransformadoiis telles que les fermentations. 

A titre • d'exemple, le modele MetOpt®-Scere est applique a la production 
d'hydrocortisone par fermentation du glucose dans des souches de S. cerevisiae optijms6GS 

15 selon I'inventioEU Les paramfetres utilis6s sont les memos que dans Pexemple 1, a savoir : 1) 
un flux d'import de glucose a 3 mmol.g'^Ji"S 2) un taux de croissance variable de 0, 0.15 et 
0.25 h"^ , 3) un flux de maintenance inferieur ou 6gal a 22 mmol.g'^ Ji'^ ; 4) les reactions des 
aldehydes dehydrogenases (ALD2, ALD3, ALD6) sont irr6versibles et impos6es dans le sens 
ac6tate + NAD(P)H ^ ac6taldehyde + NAD(P) ; 5) la levure ne possMe pas d'activites 

20 equivalentes k udhA ou pntA^. 

Le module permet de prendre en compte la compartimentatioh mitochondriale et 

peroxisojnale. 

Cette representation des r6sultats permet de mettre en dvidence I'apport r6el de chacune 
des mutations apport^es selon Tinvention, dans ram61ioration de la production de NADPH et 
25 done HrniR ram61ioration du flux de production d'hydrocortisone. 

La production d*hydrocortisone est r6alisee dans des souches de S. cerevisiae 
contenant les genes codant pour les enzymes de la voie de synthtee de Fhydrocortisone 
(Szczebara et al., 2003, Nature Biotechnology^ 21 : 143-149). 









M = 0,25 h"" 


A(ZTA1,PGI1) 


0.12 


0,08 


0,06 


A(ZTA1,PGI1) TDH1,2,3-NADP dependant 


0,21 


0.14 


0.10 
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A(ZTA1 ,PGI1 ) LPD1-NADP dependant 


0,20 


.0.14 


0.10 


A(ZTA1,PGM) TDH1,2,3-NADP dependant 
LPD1-NADP dependant 


0,21 


0.14 


0.10 



Rendements optimaux theoriques de production d'hydrocortisone par des souches de S. 
cerevisiae optimisees dans leur capacite de reduction du NADP*^ 
(mol par mol de glucose) 
Les souches dont les genes PFKl et PFK2 sent del6t& sont incapables de produire de 
5 rhydrocortisone, voire ne sont pas viables. Ceci est dft au fait que la production 
dTiydrocortisone est davantage limitee par la demande en carbone que par le besoin en 
NADPH. Une solution consiste k pennettre une legere expression d'une activi^ de type 
transhydrogenase chez la levnre. Cependant, les modelisations montrent que le flux de 
production dTiydrocortisone ne s^ra jamais aussi bon que dans le cas d'une deletion du g&ie 
10 PGIl, 

A fin d'am^liorer encore le rendem^t optimal theorique des souches optimis6es selon 
rinvention, des modifications suppl6mentaires peuyent 6tre prises en compte, telles que la 
surexpression d'au moins un gene choisi parmi ZW¥, SOLI, SOL2, SOLS, SOL4, GNDl, 
G1nID2, BDPl, IDP2 et IDP3 et/ou la deletion d'au moins un gene choisi parmi ICLl, DAL7. 
15 . 
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REVENDICATIONS 

1. Souche de microorganisme caracterisee en ce qu'elle comprend la limitation 
d'une ou plusieurs activite(s) oxydant le NADPH. 

2. Souche selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'on Umite une ou 
5 plusieurs activites oxydant le NADPH par la deletion d'un ou plusieurs gene(s) codant pour 

une quinone oxidorMuctase et/ou une transhydrog&iase soluble. 

3. Souche selon Tune des revoidications 1 ou 2, caract6ris6e en ce qu'elle 
comprend egalement des modifications peimettant de favorisCT une ou plusieurs activit6(s) 
enzymatique(s) reduisant le NADP"*^- 

10 4. Souche selon la revendication 3, caract6ris6e en ce qu'elle comprend la d616tion 

d'un ou plusieurs g^ne(s) codant pour, une phosphoglucose isom6rase et/ou une 
phosphofructokinase. 

5. Souche selon Tune des revendications 1^4, caracterisee en ce qu'elle 
comprend egalement la modification d'lm ou plusieurs g^e(s) codant pour ime 

15 dihydrolipoamide d6shydrog6nase ef/ou une glyc6raldehyde 3-phosphate d&hydrogenase, afin 
qu'elle(s) utilise(nt) pref^rentiellement le NADP. 

6. Souche selon Time des revendications 1 a 5, caract6ris6e en ce qu'elle 
comprend Egalement la surexpression d'un ou plusieurs gene(s) codant pour une glucose 6- 
phosphate deshydrogenase, une 6-phosphogluconolactonase, une 6-phosphogluconate 

20 deshydrogenase, une isocitrate d6shydrog6nase ou une transhydrog6nase membranaire, 

7. Souche selon Tune des revendications la 6, caract6ris6e en ce qu'elle 
comprend Egalement la d616tion d'un ou plusieurs gene(s) codant pour une 6- 
phosphogluconate d&hydratase, une malate synthase, une isocitrate lyase ou une isocitrate 
d6shydrog6nase kinase/phosphatase. 

25 8.. Souche selon I'une des revendications 1^7, caracterisee en ce. qu^eUe 

comprend un ou plusieurs g&aes, endogene ou exogSne, codant des enzymes impliqu6es dans 

la biotransformation d'une molecule d'ittterSt 

9. Souche selon Tune des revendications 1 & 8, caracterisee en ce qu*eUe 

comprend un ou plusieurs gdnes marqueurs de selection. 
30 10. Souche selon Tune des revendications 1 9, caracterisee en ce qu'eUe est 

choisie . panni les espSces suivantes : Aspergillus sp.. Bacillus sp.^ Brevibacterium sp.. 
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35 .. 

Clostridium sp., Corynebacterium sp., Escherichia sp., Gluconobacter sp., Penicillitmi sp., 
Pichia sp.i Pseudomonas sp., Rhodococcus sp., Saccharoinyces sp., Streptomyces sp.y 
Xdnthomojias sp. et Candida sp. 

1 1 . Precede de preparation des souches optimisees selon rune des revendications 1 
5 k 10, caracteris6 en ce que Ton d616te un ou plusieurs gdne(s) codaat pour une quinone 

oxidor&iuctase el/ou une transhydrog6nase soluble, et le cas 6ch6ant on d61ete un ou plusieurs 
g&ie(s) codant pour une phosphoglucose isomdrase, une phosphofructoldnase, une 6- 
phosphogluconate deshydratase, une malate synthase, une isocitrate lyase ou une isocitrate 
deshydrog&iase ldnase/phoq)hatase, et/ou on modifie un ou plusieurs g^e(s) codant pour une 

10 diliydrolipoamide deshydrogenase et/ou une glyc^raldfliyde 3-phosphate deshydrogdnase, afin 
qu'elle(s) utilise(nt) preferentiellement le NADP, ces d616tions et modifications 6tant r6alis6es 
par un moyen approprie, et/ou on surexprime un ou plusieurs gene(s) codant pour une glucose 
6-pliospliate deshydrogenase, une 6-phosphogluc6nolactonase, une 6-phosphogluconate 
d6shydrogenase, une isocitrate deshydrogenase ou une transhydrogenase membranaire, soit en 

15 transfonnant la souche avec un vecteur approprie comprenant un ou plusieurs g&ieCs) codant 
une ou plusieurs enzyme(s) impliqu6es dans la biotransformation d'une molecule d'interet 
et/ou un ou plusieurs gene(s) marqueur de selection^ soit en modifiant la force du ou des 
promoteur(s) endogene(s) controlant le ou les gene(s) a surexprimen 

12. ProcSdS de production d'une mol6cule d*interet dont au moms une des 
20 reactions de la voie de biosynthdse est NADPH-d6pendante, caract6ris6 en ce qu'il comprend 

les 6t^es suivantes : 

a) mise en culture des microorganismes optmus6s selon Tune des revendications 1 i 10 
dans un milieu de culture appropri6 fevorisant leur croissance et comprenant les 
substances necessaires pour la realisation de la biotransformation par fermentation ou 

25 biotransformatioii, i I'exception dii NADPH, et 

b) extraction de la molecule d'interStdumiUeuetle cas ech6ant purified 

13. Precede selon la revendication 12, caract6rise en ce que la molecule d'interet 
est choisie parmi les acides amines, les vitamines, les sterols, les flavonoldes, les addes gras, 
les acides organiques, les polyols et les hydroxyesters. 
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<110> METABOLIC EXPLORER 

<120> Souches de microorganismes optimisees pour des voies de biosyntheses 
consommatrices de NADPH 

<130> D21726 

<150> FR 0313056 

<151> 2003-11-06 

<160> 38 

<170>~ Patentin version"3.1 
<210> 1 
<211> 100 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synth^tique 
<400> 1 

ggtgcgcgcg tcgcagttat cgagcgttat caaaatgttg gcggcggttg cacccactgg 60 
ggcaccatcc cgtcgaaagc catatgaata tcctccttag 100 
<210> 2 
<211> 100 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synth6tique 
<400> 2 

cccagaatct cttttgtttc ccgatggaac aaaattttca gcgtgcccac gttcatgccg 60 
acgatttgtg cgcgtgccag tgtaggctgg agctgcttcg 100 . 

<210> 3 

<211> 30 , 
<212> DNA - • ' ' 

<213> oligonucleotide synthetique 
<400> 3 

ggccgctcag gatatagcca gataaatgac 30 
<210> 4 
<211> 30 
<212> DNA 
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<213> oligonucleotide synthetique 



<400> 4 

gcgggatcac tttactgcca gcgctggctg 



30 



<210> 5 
<211> 100 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synthetique 
<400> 5 

ggtggcccgg aagtacttca agccgtagag ttcactcctg ccgatccggc ggagaatgaa 60 
atccaggtcg aaaataaagc catatgaata tcctccttag 100 
<210> 6 
<211> 100 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synthetique 
<400> 6 

cgcccggctt tccagaatct catgcgcacg ctgcgcatcc ttcagcggat atttctgctg - 60 
ctcggcgaca tcgaccttaa tgtaggctgg agctgcttcg 100 
<210> 7 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synthetique 
<400> 7 

cgcccaacac cgactgctcc gcttcgatcg 30 

<210> 8 

<211> 30 . 

<212> DNA 

<213> oligonucleotide synth^ticjue 



<400> 8 

cagcgttatg accgctggcg ttactaaggg 



30 



<210> 9 



<2il> 43 



<212> DNA 



<213> oligonucleotide synthetique 
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<400> 9 

acgtacgtgg catatgtcag ttttcgtttc aggtgctaac ggg 43 

<210> 10 
<211> 44 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synth§tique 
<400> 10 ■ 

acgtacctgc agttatattc tgccctcaaa ttttaaaatt tggg 44 
<210> ■ 11 . . ■ ■ 

<211> 100 
<212> DNA 

<213> . oligonucleotide Synth^tique 
<400> 11 

ccaacgcaga ccgctgcctg gcaggcacta cagaaacact tcgatgaaat gaaagacgtt 60 
acgatcgccg atctttttgc tgtaggctgg agctgcttcg 100 
<210> 12 
<211> 100 
<212> DNA 

<213> oligonucl-eotide synthetique 
<4 00> 12 

gcgccacgct ttatagcggt taatcagacc attggtcgag ctatcgtggc tgctgatttc 60 
tttatcatct ttcagctctg catatgaata tcctccttag * 100 
<210> 13 
<211> 30 

<212>- DNA ... 
<213> oligonucleotide synthetique 
<400> 13 

gcggggcggt tgtcaacgat ggggtcatgc 30 

<210> 14 ■ 

<211> 30 ' . ■ 

<212> DNA 

<213> oligonucleotide synthetique 
<400> 14 
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cggtatgatt tccgttaaat tacagacaag 30 

<210> 15 ' 
<211> 102 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synthetigue 
<400> 15 

cgcgcgagac tcgctctgct tatctcgccc ggatagaaca agcgaaaact tcgaccgttc 60 
atcgttcgca gttggcatgc ggtgtaggct ggagctgctt eg 102 / 

<210> 16 
<211> 98 . 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synthetique 

<400> 16 . . 

cgcaaggcgc tgaataattc acgtcctgtt cccacgcgtg acgcgctcag gtcaggaatg 60 

tgcggttcgc gagcagccca tatgaatatc ctccttag 98 

<210> 17 

<211> 29 

; <212> DNA 

<213> oligonucleotide synthetique 

<400> 17 

gggtagactc cattactgag gcgtgggjcg 29 
<210> 18 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synthetique 
<400> 18 . 

ccccggaatc agaggaatag tccc 24 . 

<210> 19 
<211> 100 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synthetique 
<400> i9 

ggtgtgttga caagcggcgg tgatgcgcca ggcatgaacg ccgcaattcg cggggttgtt 60 
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cgttctgcgc tgacagaagg tgtaggctgg agctgcttcg 100 

<210> 20 • 
<211> 100 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synth6tic[ue 
<400> 20 

ttcgcgcagt ccagccagtc acctttgaac ggacgcttca tgttttcgat agcgtcgatg 60 
. atgtcgtggt gaaccagctg catatgaata tcctccttag 100 

<210> 21 

<211> 27 
. <212> DNA 

<213> oligonucleotide synth6tic[ue 

<400> 21 

cgcacgcggc agtcagggcc gacccgc 27 
<210> 22 
<211> 27 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide syntheticpae 
<400> 22 

ccctacgccc cacttgttca tcgcccg . 27 * 

<210> 23 

<211> 99 . ... _ 

<212> DNA 

<213> oligonucleotide synth^tique 
<4a0> 23 

gcgccctctc tcgatagcgc aacaattacc ccgcaaattt atcccgaagg aaaactgcgc \ 60 . 
tgtaccgcac cggtgttcgt gtaggctgga gctgcttcg 99 
<210> 24 
<211> 100 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synth6tique 
<400> 24 

gcgggaaagg taagcgtaaa ttttttgcgt atcgtcatgg gagcacagac gtgttccctg 60 
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attgagtgtg gctgcactcc catatgaata tcctccttag 100 

<210> 25 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synth^tique 
<400> 25 . ^ 

tggcaggatc atccatgaca gtaaaaacgg 30 
<210> 26 

.<211> 26 . ; 

<212> DNA 

<213> oligonucleotide synthetique . 
<400> 26 

gccggttgca ctttgggtaa gccccg 26 
<210> 27 
<211> 43 . 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synthetique 
<400> 27 

acgtacgtcc cccgggaaaa atgtcagttt tcgtttcagg tgc 43 
<210> 28 
<211> 44 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synthetique 
<400> 28 • 

acgtacgggc ccttatattc. tgccctcaaa ttttaaaatt tggg 44 
.<210> 29 
<211> 100 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synthetique 
<400> 29 

ccaacgcaga ccgctgcctg gcaggcacta cagaaacact tcgatgaaat gaaagacgtt 60 
acgatcgccg atctttttgc tgtaggctgg agctgcttcg 100 
<210> 30 • 
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<211> 100 
<212> DMA 

<213> oligonucleotide synth^tique 
<400> 30 

gcgccacgct ttatagcggt taatcagacc attggtcgag ctatcgtggc tgctgatttc 60 
tttatcatct ttcagctctg catatgaata tcctccttag 100 
<210> 31 

<211> 30 . • 

<212> DNA 

<213> oligonucleotide si^-thetdque 
<400> 31 . . 

gcggggcggt tgtcaacgat ggggtcatgc 30 . 

<210> 32 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synth^tique 
<400> .32 

cggtatgatt tccgttaaat tacagacaag 30 
<210> 33 
<211> 82 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synthetique 

<400> 33 

atgcaatctc aagattcatg ctacggtgtt gcattcagat ctatcatcac aaatgatgaa 60 
aagcttcgta cgctgcaggt eg 82 
<210> 34 . . . 
<211> 83 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synthetique 
<400> 34 

tttgttttca gcggctaaag cggctacctc agctctcaac tttaatctac cggacaggat 60 
gggccactag tggatctgat ate 83 
<210> 35 
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<211> 22 

<212> DNA 

<213> oligonucleotide synthetique 
<400> 35 

gctttcttag aagctacctc eg 
<210> 36 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synthieticfue 
<400> 36 

gaaccgacaa gaccaacaat gg 
<210> 37 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> oligonucleotide synthetique 
<400> 37 

cagttgtaca ctttggaccc . 
.<210> 38 
<211> 22 
<212>. DNA 

<213> oligonucleotidie synthetique 
<400> 38 

gatcagcacc agtcaaagaa cc 
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